De la survie de quelques germes à Gram négatif, non sporulés, dans les miels du commerce by Tysset, C. & Durand, C.
De la survie de quelques germes à Gram négatif, 
non sporulés, dans les miels du commerce 
C. TYSSET * et Mlle C. DURAND* 
Note présentée par M. PANTALÉON 
Il est d'un grand intérêt, du point de vue de la santé publique, 
de connaître la durée de survie de certains germes (banals ou 
pathogènes) dans ·le miel. Le présent travail s'attache tout· spé­
cialement à ce problème. Il concerne les germes à Gram négatif 
non sporulés lesquels, dans les milieux hostiles, ont la réputation 
d'être plus fragiles que ceux produisant des spores ou conservant 
la coloration de Gram. 
MATÉRIEL. - Le miel utilisé était du miel de nectar toutes 
fleurs, liquide fraîchement récolté aseptiquement, avec un pH 
autour de 3,9 et provenant du rucher du Laboratoire. Nous le 
savions exempt d'antibiotiques. 
Les souches éprouvées faisaient partie de notre collection. 
Escherichia coli. 
Proteus vulgaris. 
Salmonella typhi murium. 
Salmonella typhi. 
Salmonella enteritidis. 
Edwardsiella tarda. 
Pseudomonas aeruginosa. 
Serratia marcescens. 
Principe de la méthode. 
Une culture de germes en suspension dense dans l'eau physio­
logique stérile est mise en contact avec un miel au temps « To >. 
Le mélange est abandonné à la température ambiante (18°-20°). 
Nous insistons sur l'importance de ce paramètre thermique. 
* Laboratoire de Recherches Vétérinaires et Apicoles, 63, avenue des 
Arènes-de-Cimiez, 06000 Nice. 
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Tous les deux jours la présence des microbes est smv1e dans 
le substrat jusqu'au temps « Tx �. marquant leur disparition 
totale et où il n'existe plus de germes revivifiables pouvant être 
révélés par les milieux sélectifs. 
Protocole expérimental. 
Les germes éprouvés furent ensemencés en nappe sur gélose 
nutritive inclinée, en tube de 180 X 18 mm. Après étuvage de 
24 heures à 37 °C la surface de la culture est inondée de deux ml 
d'eau physiologique stérile dans laquelle les colonies sont émul­
sionnées avec soin. 
Toutes les manipulations successives furent évidemment 
conduites avec les précautions aseptiques d'usage. 
Dans un bécher de 250 cm3 est introduite une prise de 99 gram­
mes de miel. Un ml de la suspension microbienne, préparée 
comme indiquée ci-dessus, est ajoutée. Le tout, homogénéisé à 
l'aide d'une spatule flambée, est recouvert d'un papier d'alumi­
nium puis abandonné à la température du Laboratoire pendant 
15 minutes. 
De ce mélange, 1 gramme est prélevé puis porté dans 9 ml 
d'eau physiologique. Après homogénéisation par de larges mou­
vements circulaires, des dilutions de raison 10, de 10-3 à 10-H: 
sont réalisées en eau physiologique. 
Un ml des dilutions de 10-ï à 10-10 est introduit respectivement 
dans les tubes où se trouvent 18 ml d'un milieu électif gélosé, 
maintenu liquide à 45 °C. Le tout bien mélangé est coulé en boîtes 
de Petri de 10 cm de diamètre placées sur une surface fraîche 
parfaitement horizontale. Après gélification complète elles sont 
incubées à 37 °C pendant 24, 48 et 72 heures. Le nombre de 
colonies dénombré dans la culture de plus forte dilution et mul­
tiplié par le coefficient de dilution donne la charge originelle 
par gramme de mélange au temps « To >. 
Tous les deux jours, en appliquant la même technique, la 
disparition des bactéries est suivie en allant des dilutions les 
plus élevées vers les moins fortes 00-10 à 10-2). 
Les milieux de cultures choisis furent celui de LEIFSON modifié 
par HYNES (gélose au désoxycholate-citrate-lactose), et la gélose 
au desoxycholate (fournis sous la forme déshydratée par l'Institut 
Pasteur de Paris). 
Ces substrats inhibent la croissance des Bacillus dont les 
spores, souvent présentes, pourraient en se développant fausser 
la mise en évidence et la numération des bactéries étudiées. 
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Résultats et commentaires. 
Les résultats sont portés dans les tableaux 1 et Il et exprimés 
sous forme de graphiques. 
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On peut constater que dans tous les cas, la survie des germes 
est relativement courte dans le miel à la température de 18-20 °C. 
Elle s'échelonne entre 8 et 34 jours. 
Les Salmonella paraisenl les plus résistantes (26 à 34 jours). 
La vie de E. coli et de Serratia marcescens ne dépasse pas 
18 jours. Quant à Proteus vulgaris il semble d'une grande fra­
gilité, il en va de même de Erdwardsiella tarda avec 10 jours et 
surtout de Ps. aeruginosa : 8 jours. 
Il serait plus logique de vouloir expliquer la destruction des 
microbes de contamination par les conditions écologiques parti­
culières qu'ils rencontrent «in situ». Dans un tel milieu, ]a 
souffrance des bactéries par inanition ou carence alimentaire 
doit être en premier envisagée. 
Les bactéries que nous avons expérimentées sont habituées à 
vivre dans l'abondance. Or, le miel �st un aliment pauvre en 
matières organiques azotées. Le taux de protides oscille autour 
de 0.48 p. 100. C'est là un facteur « limitant » essentiel. 
Puis, de même, entre en ligne de compte la réaction acide du 
substrat. Le pH se situe aux environs de 3,9. Or, les bactéries 
que nous avons étudiées el plus particulièrement les Enterobac­
tériaceae préfèrent les milieux neutres ou légèrement alcalins. 
A ces pH inférieurs, elles peuvent survivre mais leur développe­
ment est arrêté. C'est ainsi que ScHOENHERR (2) a vu des 
Salmonella survivre pendant 5 semaines dans une choucroute 
à pH 4. De même, BuTTIAUX (1) les a isolées de conserves de fruits 
à pH 4,3. En tout cas on ne doit pas négliger le rôle des produits 
acides comme vecteurs des Salmonella. 
L'activité de l'eau (aw) est un facteur d'une importance capi­
tale pour la multiplication et la survie de tous les micro-orga­
nismes. L'eau libre est seule utilisable pour permettre leur 
croissance. L'activité hydrique du miel est réduite par suite de 
sa forte teneur en sucres réducteurs (glucose 35,4 p. 100 ; 
fructose 34,85 p. 100). 
Les molécules de ces hydrates de carbone possèdent des grou­
pements atomiques ayant une certaine affinité pour les molécules 
d'eau, lesquelles fixées par des liaisons intermoléculaires ne sont 
plus disponibles pour le métabolisme des cellules microbiennes 
présentes, leur survie se trouve alors réduite (cas des confitures, 
des fruits confits en général, des laits concentrés sucrés). 
Le potentiel d'oxydo-réduction joue un rôle essentiel dans le 
développement des microbes. Or, ce potentiel relativement bas 
est, dans le miel, déterminé par la haute teneur en sucres réduc­
teurs et par des traces de matières organiques azotées. 
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De même, la viscosité sous la dépendance de la teneur en eau 
s'oppose aux courants de convexion et limite le taux d'oxygène 
dissous. 
Ainsi est réglée par une anaérobiose relative la présence d'orga­
nismes aérobies et anaérobies facultatifs. 
L'importance du taux élevé des sucres réducteurs apparaît 
comme un des éléments bactéricides majeurs. Tout en diminuant 
l'activité hydrique de l'aliment, ils développent une pression 
osmotique élevée préjudiciable aux micro-organismes présents. 
Il y a tout lieu de penser que le miel, produit riche en hexoses, 
possède non seulement un pouvoir « stabilisateur » mais une 
action bactéricide importante. 
V ne partie des germes mis en contact avec cette denrée meurt 
rapidement par «choc osmotique», les survivants subissent des 
transformations morphologiques. C'est ainsi que certaines cellules 
au bout de 2 à 3 jours, présentent des anomalies caractéristiques : 
éléments réduits aux enveloppes (fantômes), parfois en « battant 
de cloche » ; la majorité recroquevil1ée avec un cytoplasme 
condensé se colorant intensément ; souvent sont notés des formes 
en cocci. Ce sont là des manifestations de souffrance. 
CONCLUSION 
Nos expériences montrent que certains germes sont capables 
de végéter dans le miel pendant un temps variable mais relati­
vement court. Leur rencontre souligne un accident récent. Nous 
avons vu aussi que cette denrée, par ses propriétés physico­
chimiques se montrait, à la température du laboratoire, défavo­
rable au développement des germes à Gram négatif non sporulés. 
Cependant, comme nous l'avons fait ressortir l'éradication n'est 
pas d'emblée. Elle traîne pendant un temps qui varie avec le 
germe en cause. Elle est plus longue pour les Salmonella, que 
pour E. coli, Pr. vulgaris, S. marcescens, Edw. tarda et Ps. aeru­
ginosa. Pour les premiers, la létalité diffère avec les sérotypes. 
Pendant cette survie, l'aliment pollué par des bacilles patho­
gènes peut être dangereux pour le consommateur surtout si 
celui-ci présente une sensibilité particulière (enfant, convales­
cents, vieillards). 
Il est donc vivement recommandé de rechercher la présence 
de tels microbes lors d'un contrôle de routine (3). 
Cette éventualité n'a pas échappé au législateur lequel dans le 
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décret n° 71-636 du 27 juillet 1971 prescrit l'inspection et le 
conlrùle sanitaire et qualitatif des denrées d'origine animale, 
lesquelles comprennent les produits comestibles élaborés par les 
animaux à l'état naturel, notamment le lait, les œufs et le miel. 
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DISCUSSION 
LE PRÉSIDENT. - Je voudrais poser une question à M. PANTALÉON : 
est-ce que ces germes sont des contaminants habituels des miels ? Autre­
ment dit, est-ce que cette étude porte sur les conditions de salubrité du 
miel, ou est-ce qu'il s'agit d'une étude sur la résistance de certaines 
bactéries dans un milieu particulier, dans le cas précis le miel, mais cela 
aurait pu tout aussi bien être du yoghourt, ou tout autre milieu ? Est-ce 
que l'étude visait à déterminer dans quel délai les miels contaminés par 
ces germes s'en débarrassaient spontanément et redevenaient salubres ? 
ou est-ce qu'au contraire le choix qui a été fait de ces souches microbiennes 
est sans rapport avec la probabilité de les rencontrer dans le miel ? 
M. PANTALÉON. - Je crois que ce travail doit répondre un peu à la 
- fois à toutes vos questions. Les auteurs ont voulu voir, du point de vue 
fondamental, si le miel constituait un milieu favorable ou hostile au 
développement des germes pathogènes pour l'homme. Je ne crois pas que 
le miel puisse avoir une contamination d'origine par de tels germes, mais 
si le miel était manipulé dans des conditions de malpropreté, qu'il soit 
mis dans des récipients eux-mêmes pollués par des salmonelles il n'y aurait 
pas d'emblée une bactéricidie ou une bactériostase et que momentanément 
cet aliment souillé secondairement pourrait représenter une cause d'insa­
lubrité et poser un problème de santé publique. 
LE PRÉSIDENT. - Ceci est une pure hypothèse ; mais connaît-on des 
cas de toxi-infection par le miel dus à l'un de ces germes en particulier ? 
M. PANTALÉON. - Les auteurs n'y font pas allusion. 
LE PRÉSIDENT. - Il s'agit donc bien d'une étude fondamentale de bacté­
riologie et non d'hygiène alimentaire. 
M. PANTALÉON. - Les auteurs ont fait une numération non pas sur un 
milieu banal mais sur un milieu électif pour les entéro-bactéries et les 
formes voisines ; la flore originelle du miel est constituée par des Bacillus, 
des germes sporulés. Ce travail est surtout une recherche, une étude 
à la fois fondamentale et de bactériologie. 
(La séance est levée à 16 h 15). 
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